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不 同 强 度 快速 冷 驯 化 对 广 聚 萤 叶 甲 成 虫 
耐寒 性 生理 指标 的 影响 
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摘要 :【 目 的 】 快 速 冷 驯化 能 在 短 时 间 内 迅速 提高 昆虫 的 耐寒 性 ,是 昆虫 应 对 外 界 温度 急剧 变化 以 及 短 时 低温 胁迫 
的 重要 途径 。 本 人 研究 由 在 探究 入 侵 杂 草 豚 草 Ambrosia artemisiifolia 生 防 天 敌 广 聚 董 叶 甲 Ophraella communa 对 不 同 
强度 快速 冷 驯化 的 生理 响应 机 制 。【 方 法 】 分 别 对 广 聚 董 叶 甲 成 虫 进行 了 不 同 温度 ( -4, 0, 4 fIS'C) P4 h ROC 
下 不 同时 间 (1, 4 ,8 和 16 hh) 的 快速 冷 驯化 处 理 , 并 对 其 体内 的 生理 物质 含量 和 保护 酶 活性 进行 了 测定 。[【 结果] 
KR 8/4 h,0C/1 h 和 0C/8 上 外 ,其 余 冷 驯化 处 理 均 使 广 聚 萤 叶 甲 成 虫 过 冷却 点 显著 降低 (P<0.05) ,其 中 0%C/4 
h 处 理 组 最 低 。 而 且 , 随 着 冷 驯 化 温度 降低 .持续 时 间 的 增长 , 广 聚 董 叶 甲 成 虫 体 甘油 含量 以 及 过 氧化 氢 酶 (CAT) 、 
过 氧化 物 酶 (POD) 和 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) 活 性 呈 曲线 变化 ,并 于 0%CA4 h 处 理 时 达到 极 值 ,但 冷 驯化 处 理 对 虫 体 
自由 水 和 总 糖 含量 的 影响 并 不 显著 (P=0.05)。[【 结 论 ] 广 上 聚 萤 叶 甲 快速 冷 台 化 的 诱导 具有 其 临界 强度 值 和 最 适 
条 件 , 过 大 强度 的 驯化 处 理 反 而 不 利于 其 耐寒 性 的 提高 。 本 研究 结果 对 于 深入 阐明 广 聚 萤 叶 甲 越冬 策略 以 及 人 工 
者 育 耐 寒 种 群 的 实践 具有 一 定 参 考 价值 。 
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Effects of rapid cold hardening in different intensities on the physiological 
indices related to cold tolerance in adults of Ophraella communa 


( Coleoptera: Chrysomelidae ) 

YUE Lei, ZHOU Zhong-Shi, LIU Zhi-Bang, GUO Jian-Ying' , WAN Fang-Hao (State Key Laboratory 
for Biology of Plant Diseases and Insect Pests/Institute of Plant Protection, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: [Aim] As an effective approach adapting to acute temperature fluctuation and short-term cold 
















































































































































































































































































shock, rapid cold hardening (RCH) can enhance cold resistance of some insects in a very short period. 
We explored the physiological mechanisms responding to RCH in different intensities in  Ophraella 
communa , which is a promising biological control agent for invasive Ambrosia artemisiifolia. [ Methods] O. 
communa adults were subjected to different intensities of RCH including being exposed to —4, 0, 4 and 
8C for 4 h, or exposed to OC for 1, 4, 8 and 16 h. The contents of cryprotectants and the activities of 
protective enzymes were measured. [Results] The supercooling point (SCP) of O. communa adults was 
significantly depressed by RCH (P «0.05), particularly at 0*C/4 h, with the exception of the groups of 
8*C/4 h, 0*C/1 h and 0*C/8 h. With the augment of RCH intensity (decrease of the treated temperature 
or increase of the sustained time) , the glycerol content and the activities of catalase ( CAT) , peroxidase 
(POD) and superoxide dismutase (SOD) changed notably , especially at 00C/4 h, though water and sugar 
contents were not significantly changed by RCH. [Conclusion] There exist the threshold and the optimum 
induction intensity of RCH in O. communa adults, and excessive intensities may be harmful for 
enhancement of cold tolerance in O. communa adults. The results are helpful to better understanding the 
overwintering strategies of O. communa and the artificial cultivation of cold-tolerant population. 
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快速 冷 驯 化 (rapid cold hardening, RCH ) 是 指 
将 昆虫 暴露 于 亚 致死 低温 下 几 小 时 ,甚至 几 十 分 钟 
便 可 显著 提高 其 致死 低温 存活 率 的 过 程 和 现象 
(Lee et al., 1987; McDonald et al., 1997; Teets and 
Denlinger, 2013 ) 。 由 于 对 耐寒 性 调节 的 高 效 性 , 快 
速 冷 驯化 通常 被 认为 是 昆虫 适应 外 界 温度 急剧 变 
化 、 异 夜 气温 改变 以 及 短期 低温 暴露 的 一 种 重要 策 
W% (Coulson and Bale, 1990) 。 近 年 来 , 随 着 全 球 气 
候 变化 愈演愈烈 ,局 部 极端 气候 现象 频繁 发 生 ,昆虫 
对 异常 温度 的 适应 机 制 引 起 了 人 们 的 广泛 关注 ,而 
快速 冷 驯化 也 成 为 了 当前 昆虫 耐寒 性 理论 和 应 用 基 
础 研究 的 热点 (Bale et al., 2002 ; Qiang et al., 2008; 
Basson et al., 2011) 。 

快速 冷 驯化 对 昆虫 重要 的 生态 适应 意义 虽 已 得 
到 人 们 的 普遍 认同 ,但 对 其 生理 代谢 机 制 还 知之 其 
少 (Teets et al., 2008) 。 当 前 对 于 昆虫 快速 冷 驯化 
机 制 的 研究 主要 涉及 到 : 抗 冻 保护 物质 (多 元 醇 、 油 
脂 、 糖 类 以 及 游离 氨基 酸 等 ) 在 体液 的 积累 ,细胞 膜 
成 分 和 特性 的 改变 (如 膜 脂 不 饱和 度 的 增加 、 膜 流 
动 性 的 增加 以 及 磷脂 头 基 成 分 的 改变 等 ) , 膜 内 外 
离子 梯度 的 调节 ,第 二 信使 通路 ( 丝 裂 原 活化 蛋白 
激酶 信号、 细胞 调 亡 信 号 和 钙 离 子 信号 等 ) 的 诱导 
以 及 热 激 和 蛋白 的 表达 等 ( 孔 璐 等 ,2012; Teets and 
Denlinger, 2013; 岳 雷 等 ,2013 ) 。 此 外 ,有 研究 表 
明 ,氧化 胁迫 是 冷 伤 害 的 重要 原因 之 一 ,昆虫 体内 抗 
氧化 保护 酶 系 [ 超 氧化 物 歧 化 酶 (SOD) .过 氧化 物 
酶 (POD ) 和 过 氧化 氢 酶 (CAT) 等 ] 活 性 的 提高 可 及 
时 有 效 地 清除 活性 氧 自由 基 , 保 护 细胞 成 分 的 结构 
和 功能 ,从 而 在 快速 冷 驯 化 低温 耐 受 提高 以 及 冷 伤 
害 修复 中 发 挥 着 重要 作用 (Robert and Leopold, 
1996; Jing et al., 2005; 赵 静 等 ,2010; Lalouette et 
al.,，2011 ; 强 承 魁 等 ,2012b) 。 

研究 表明 ,快速 冷 驯 化 具有 其 临界 诱导 值 , 即 
在 一 定 范围 内 ,昆虫 耐寒 性 随 着 快速 冷 驯 化 的 强 
度 ( 驯 化 温度 或 持续 时 间 ) 的 增强 而 迅速 提高 ,但 
超过 某 种 强度 的 冷 驯 化 却 可 能 造成 昆虫 耐寒 能 
的 下 降 甚至 导致 死亡 (Coulson and Bale, 1990; 
Wang and Kang, 2003) 。 这 是 因为 过 强 的 低温 冷 
暴露 会 对 昆虫 造成 冷 胁迫 伤害 (cold injury) ,并 在 
一 定 程度 上 抵消 驯化 对 耐寒 性 提高 的 效果 。 进 
步 研究 发 现 , 冷 驯 化 对 昆虫 耐寒 性 改善 的 效果 具 
有 其 最 佳 的 温度 和 时 间 组 合 , 且 因 昆虫 种 类 、 种 群 
来 源 乃 至 发 育 阶段 不 同 而 存在 显著 差异 (Jing and 
Kang, 2003; Terblanche et al., 2007; Marais et al., 
















































































































































































2009 ) 。 因 此 ,探究 影响 昆虫 冷 驯 化 效果 的 因素 ， 
建立 冷 驯化 相关 模型 万 至 摸索 冷 驯化 的 最 优 条 
件 , 对 于 昆虫 耐寒 性 研究 的 理论 和 实践 均 有 重要 
意义 。 

T REIH Ophraella communa 是 世界 性 人 侵 
林 草 豚 草 Ambrosia. artemisiifolia 的 一 种 重要 生 防 天 
W, Á 2001 年 于 我 国 南 京 地 区 发 现 以 来 ,目前 已 广 
泛 分 布 于 华南 `. 华 中、 华东 的 我 国 大 部 分 豚 草 入 侵 区 
域 (Zhou et al., 2010) 。 研 究 表明 , J Sic Hox] 3€ 
冷 的 耐 受 能 力 较 弱 , 向 我 国 北方 地 区 进一步 扩散 的 
速度 较为 绥 慢 ,从 而 一 定 程度 上 限制 了 其 对 当地 上 肘 
草 的 防 控 ( 周 忠 实 等 ,2008 ;Zhou et al., 2010)。 可 
嘉 的 是 ,前 期 的 研究 发 现 较 短 时 间 的 低温 驯化 可 有 
效 提 高 广 聚 董 叶 甲 成 虫 在 致死 低温 下 的 存活 率 
(Zhou et al., 2011) ,从 而 暗示 了 广 聚 萤 叶 甲 的 低温 
耐 受 具 有 较 强 的 生态 可 塑性 ,具备 进一步 向 我 国 北 
方 迁移 扩散 的 潜力 ,同时 也 为 人 工 驯 化 耐寒 种 群 提 
供 了 可 供 探索 的 途径 。 但 是 ,对 于 广 聚 莹 叶 甲 快速 
冷 驯 化 的 内 在 生理 机 制 以 及 影响 因素 目前 尚未 了 解 


SE 
清楚 。 


鉴于 此 ,本 实验 主要 进行 了 不 同 强 度 快速 冷 驯 
化 对 广 聚 莉 叶 甲 耐 寒 性 影响 的 研究 , 即 探究 了 处 理 
温度 高 低 和 持续 时 间 长 短 对 其 耐寒 性 提升 效果 (以 
过 冷却 点 作为 衡量 指标 ) 的 差异 ,并 对 冷 驯化 前 后 
体内 自由 水 、 甘 油 、 油 脂 和 总 糖 等 生理 物质 含量 以 及 
保护 酶 活性 变化 进行 了 定量 测定 ,以 期 为 广 聚 荤 叶 
甲 耐 寒 性 和 冷 台 化 研究 的 理论 和 实践 提供 有 价值 的 
参考 。 



















































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

广 聚 董 叶 甲 成 虫 于 2013 年 9 月 上 旬 采 自 中 国 
农业 科学 院 廊坊 科研 中 试 基地 试验 田 (39"30'42“N ， 
116?36'07" E) ,室内 (温度 26 € 1C, RH 7096 + 
10% , 光 周 期 14L: 10D) 用 清洁 豚 草 植株 饲养 至 弹 代 
个 体 开始 化 肾 后 ,每 日 收集 12 h 内 的 虫 晴 至 带 有 和气 
窗 (5 cm x 10 cm, 由 40 目 纱 网 制作 而 成 ) 的 透明 塑 
料 盒 (19 em x 12 em x 6 cm) 中 ,并 转 和 人 温度 20Y ， 
RH 70% , 光 周 期 12L: 12D 的 人 工 气候 培养 箱 ,直至 
羽化 为 成 忠 。 每 日 定期 挑 出 新 羽化 成 虫 ,鉴别 肉 雄 
后 ,用 新 鲜 豚 草 枝条 分 开 饲 养 ,7 d 后 选用 健康 个 体 
用 于 实验 。 
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1.2. 广 聚 莹 叶 甲 成 虫 的 快速 冷 驯化 处 理 
1.2.1 不 同 温度 的 快速 冷 驯 化 处 理 : 随 机 挑选 7 日 
龄 健康 的 未 交配 成 虫 ( 9 :6 =1:1)20 头 集中 放置 
于 顶端 用 纱 网 覆盖 的 直径 10 cm 的 塑料 培养 焉 中 ， 
并 分 别 作 -4C/4 h, 0*C/4 h, 4C/4h 和 8%C/4h 
的 快速 冷 驯 化 处 理 ,以 室温 20Y 正常 饲养 的 个 体 作 
为 对 照 ,实验 重复 3 次 。 冷 驯化 处 理 后 ,除了 25 头 
成 虫 用 于 过 冷却 点 的 测定 外 ,其 余 试 虫 置 于 - 80°C 
冻 存 备用 。 
1.2.2 不 同时 间 的 快速 冷 驯 化 处 理 : 随 机 挑选 7 日 
龄 健康 的 未 交配 成 虫 80 头 , 每 20 头 (98:6 =1:1) 
设 为 一 个 处 理 , 置 于 0 的 低温 培养 箱 中 ,分 别 于 1 ， 
4,8 和 16h 后 取出 ,设置 室温 20%C 的 处 理 作为 对 
照 ,实验 重复 3 次 。 冷 驯化 处 理 后 , 取 25 头 试 虫 用 
于 过 冷却 点 测定 ,其 余 于 -80%C 冻 存 。 
1.3 ”过 冷却 点 的 测定 

利用 SUN- 工 型 智能 昆虫 过 冷却 点 测定 仪 (中 航 
光电 科技 股份 有 限 公 司 ) 测 定 试 虫 的 过 冷却 点 。 将 
温度 敏感 探头 置 于 试 虫 腹部 ,用 胶带 固定 后 放 人 
-25% 冰箱 中 ,探头 温度 以 107 min. 的 速率 逐渐 下 
降 ,根据 所 连 记 录 仪 显示 曲线 的 变化 确定 试 虫 的 过 
冷却 点 。 每 处 理 测定 25 头 成 虫 。 
1.4 虫 体 含 水 量 的 测定 

将 驯化 处 理 后 的 成 虫 由 - 80Y 低温 冰箱 中 取 
出 ,充分 吸 干 体 表 水 分 后 ,测定 单 头 虫 体 湿 重 ( wet 
weight, WW) ,后 置 于 65Y 烘箱 中 持续 干燥 48 h , 测 
定 干 重 (dry weight, DW) 。 虫 体 含 水 量 的 计算 方法 
为 : (WW - DW)/ZWW x 100% 。 每 个 处 理 25 次 
重复 。 
1.5 甘油 和 油脂 含量 的 测定 

标准 曲线 绘制 以 及 虫 体 甘 油 油脂 的 提取 和 含 
量 测定 参照 作 均 祥 (2002)、 丁 惠 梅 (2011) 和 Van 
Handel (1985 ) 的 方法 ,并 适当 改进 。 将 单 头 烘 干 已 
测定 重量 的 试 虫 置 于 1.5 mL 的 离心 管 中 , 加 液 氮 充 
分 研磨 后 ,再 加 入 1 mL 的 蒸馏 水 , 混 匀 后 ,5 000 r/ 
min 离心 10 min , 移 取 上 清 液 于 另 一 离心 管 。 在 原 
管 中 加 入 500 pL 水 ,再 离心 一 次 后 合并 上 清 液 , 混 
匀 后 , 取 1 mL 用 于 测定 甘油 ,而 原 离心 管 中 的 残渣 
则 用 于 测定 油脂 含量 。 向 剩余 虫 体 残 漆 中 加 入 800 
pL 氯仿 /甲醇 (1:2, v/v) 的 混合 洲 液 ,充分 振荡 ， 
14 000 r/min 离心 5 min 后 , 取 上 清 液 于 另 一 管 中 ， 
再 加 入 600 uL WZS, $55], 14 000 r/min 再 
次 离心 5 min。 去 掉 上 清 液 , 便 可 得 到 深 于 氧 仿 甲 醇 
的 油脂 。 提 取 的 虫 体 甘 油 .油脂 测定 方法 同 标准 曲 
































































































































线 的 制作 , 其 中 每 实验 处 理 甘 油 和 油脂 各 重复 
10 次 。 
1.6 总 糖 含量 的 测定 

标准 曲线 绘制 和 虫 体 总 糖 的 提取 测定 参照 作 
均 祥 等 (2004 ) 的 方法 。 将 -80% 冷冻 并 准确 称 重 
的 试 虫 取出 后 , 单 头 置 于 1.5 mL 离心 管 中 充 分 人 研 
磨 ,加 入 1 mL 水 冲洗 研磨 棒 , 后 加 入 500 kL 的 
10% 三 氧 乙酸 , 择 匀 ,1 000 r/min 离心 10 min, f£ Ht 
上 清 液 于 5 mL 的 离心 管 ,加 入 1 mL 10% ZALAR 
再 冲洗 .离心 一 次 ,合并 上 清 液 。 充 分 摇 勾 后 ,吸取 
1 mL 测定 总 糖 含量 ,方法 同 标准 曲线 。 每 处 理 重 复 
10 次 。 
1.7 保护 酶 活性 的 测定 

酶 液 的 制备 : 取 - 80% 冷冻 并 准确 测定 湿 重 的 
虫 体 , 单 头 加 液 氮 充分 研磨 后 ,加 入 600 pL 的 生理 
盐水 (0. 9% NaCl 溶液 ) f$ 5], tl d 3, 2H 25] 26, 
2 500 r/min 离心 10. min 后 , 取 上 清 液 进行 酶 活性 的 
测定 。 

保护 酶 活性 的 测定 :采用 CAT,POD 和 SOD 标 
准 试剂 盒 ( 南京 建成 公司 ) ,并 按说 明 书 分 别 进行 定 
量 测定 。 每 种 酶 重复 测定 6 次 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

采用 SAS 9.1.3 统计 分 析 软 件 对 各 实验 处 理 得 
到 的 数据 进行 单 因素 方差 分 析 ( One-Way ANOVA) 
MI LSD 法 多 重 比 较 (P <0.05)。 









































2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 强度 快速 冷 驯 化 对 广 聚 董 叶 甲 成 虫 过 冷 
却 点 的 影响 

快速 冷 驯 化 对 广 聚 曹 叶 甲 成 虫 过 冷却 点 的 影响 
随 驯 化 强度 而 异 。 除 8C/4 h, 0C/A1h 和 0%C/8h 
外 ,其 他 快速 冷 驯 化 处 理 均 使 得 广 聚 萤 叶 甲 成 虫 过 
冷却 点 明显 降低 (图 1,F w= 3.44,P = 0.0107; 
EI 2, F12 = 4.82,P = 0.0012)。 与 对 照相 比 ， 
0*C/4 h 的 快速 冷 驯 化 使 成 虫 过 冷却 点 降低 了 24. 
396, 8*C/4 h fil O?^C/1 h 的 驯化 效果 不 显著 ,可 能 
是 由 于 该 处 理 强 度 尚未 达到 快速 冷 驯化 诱导 的 临界 
值 。 而 -4%C/4h fH 0*C/8 bh 处理 时 的 过 冷却 点 则 
相对 0%C/4 h 有 所 上 升 ,表明 超出 某 种 强度 的 冷 驯 
化 处 理 不 利于 广 聚 荤 叶 甲 成 虫 耐寒 性 的 提高 。 
2.2 不 同 强度 快速 冷 驯 化 对 广 聚 莹 叶 甲 成 虫 自 由 
水 含量 的 影响 

所 有 的 快速 低温 驯化 处 理 均 未 显著 改变 广 聚 董 
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图 1 不 同 温 度 持 续 4 h 的 快速 冷 驯 化 (RCH) 
对 广 聚 董 叶 甲 成 虫 过 冷却 点 的 影响 
Fig.1 Effect of rapid cold hardening (RCH ) 


at different temperatures for 4 h on 


20 (CK) 




















supercooling point in Ophraella communa. adults 
数据 为 平均 数 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 处 理 间 差异 显著 
(LSD 法 ,P <0.05); 图 2 ~4 同 。Data are means + SE; different 





lowercase letters above bars mean significant difference among treatments 


at P «0.05 by LSD test. The same for Figs. 2 -4. 
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图 2 0 下 不 同时 间 的 快速 冷 驯化 (RCHD) 
对 广 聚 董 叶 甲 成 虫 过 冷却 点 的 影响 
Fig.2 Effect of rapid cold hardening (RCH) at 0°C for 


different periods on supercooling point in Ophraella communa adults 




















叶 甲 成 虫 体 含水 量 ( 图 3,F, 1 20.33, P 20. 8602; 
| 4,F, i =0.8,P=0.5258)。 从 而 表明 , 短 时 间 
的 低温 胁迫 没有 引起 广 上 聚 萤 叶 甲 成 虫 体内 水 分 代 
谢 发 生 明 显 变化 。 
2.3 不 同 强度 快速 冷 驯 化 对 广 聚 莹 叶 甲 成 虫 总 糖 、 
油脂 和 甘油 含量 的 影响 

经 不 同 温度 冷 驯 化 处 理 的 广 聚 董 叶 甲 成 虫 体内 总 
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图 3 不 同 温度 持续 4 h 的 快速 冷 驯 化 
(RCH) XJ RERIT P RE K E 
Fig.3 Effect of rapid cold hardening ( RCH) at different 


temperatures for 4 h on water content in Ophraella communa adults 
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图 4 0 下 不 同时 间 的 快速 冷 驯化 (RCHD) 
对 广 聚 莹 叶 甲 成 虫 仿 水 量 的 影响 
Fig.4 Effect of rapid cold hardening (RCH) at 0%C for different 


periods on water content in Ophraella communa adults 




















糖 含量 与 对 照 间 无 显著 差异 (图 5, 总 糖 :fs — 1.43, 
P=0.2393) ,而 不 同时 间 快 速 冷 驯化 处 理 间 存 在 显著 











性 差异 (图 6, 总 糖 :Pa 22.89,P = 0.0329)。 可 以 推 
断 快速 冷 驯 化 是 一 个 依赖 时 间 的 渐进 过 程 , 冷 驯化 生 
理 代谢 的 调节 可 及 时 补充 成 虫 体 内 糖 类 物质 的 消耗 。 





BROCI bh 外 ,其 他 各 冷 驯 化 处 理 的 油脂 含量 
均 明 显 低 于 对 照 ( 图 5 ,油脂 :Fw 29.62, P «0.01; 
图 6 ,油脂 :Ps =9.54,P <0.01)。 表 明 冷 驯化 处 
理 加 快 了 广 聚 莹 叶 甲 成 虫 体内 油脂 的 分 解 代谢 。 

多 数 冷 驯化 处 理 的 广 聚 萤 叶 甲 成 虫 体内 甘油 含 
量 较 对 照 有 所 增高 (图 3, 甘油: = 4.23,P = 
0.0054; Kl 6, Hill: F; 4, =4.95,P =0.0021), 其 中 
最 大 增幅 达 30% 以 上 。 随 着 快速 冷 驯 化 强度 的 增 
加 (处 理 温 度 降 低 及 持续 时 间 延 长 ) ,成 虫 体内 甘油 
的 含量 呈现 曲线 变化 ,并 于 0%C /4h 达 到 最 高 









































6 期 后 雷 等 : 不 同 强度 快速 冷 驯化 对 广 聚 曹 叶 甲 成 虫 耐 寒 性 生理 指标 的 影响 635 
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图 5 不 同 温度 持 续 4 h 的 快速 冷 驯化 (RCH ) 
对 广 聚 董 叶 甲 成 虫 抗 冻 保 护 剂 含量 的 影响 
Fig.5 Effect of rapid cold hardening ( RCH) at 


different temperatures for 4 h on the content of 


20(CK) 


























cryprotectants in Ophraella communa adults 


数据 为 平均 数 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 的 小 写字 母 表 示 相 同 物质 的 不 同 
处 理 间 差异 显著 (LSD 法 ,P<0.05); 图 6 同 。Data are means + SE; 


Different lowercase letters above bars show significant difference among 








treatments for the same substance at P «0.05 by LSD test. The same for 
Fig. 6. 
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图 6 0%C 下 不 同时 间 的 快速 冷 驯 化 对 广 聚 

















萤 叶 甲 成 虫 抗 冻 保护 剂 含量 的 影响 
Fig.6 Effect of rapid cold hadas (RCH) at O% for 


different periods on the content of 





cryprotectants in Ophraella communa adults 


EHEM, EMERARA E I cs np HR S JH E 
程 具 有 重要 意义 。 
2.4 不 同 强度 快速 
酶 活性 的 影响 
随 着 冷 驯化 处 理 温度 的 降低 以 及 持续 时 间 的 延 
K, esi np HB pud RAI CAT 和 SOD 保护 酶 活性 
均 呈 先 上 升 而 后 下 降 的 趋势 ( 表 1,2) , HÆ 00C/4 h 
处 理 的 活性 达到 最 高 值 (分 别 比 对 照 提 高 46. 696 和 
24.7% ) ,而 POD 酶 活性 则 表现 出 与 之 相反 的 变化 。 
这 表明 广 聚 萤 叶 甲 可 根据 冷 驯化 强度 自发 调控 体内 
保护 酶 系 的 活性 水 平 ,最 大 程度 降低 低温 胁迫 对 细 
胞 的 伤害 。 


束 冷 驯化 对 广 聚 莹 叶 甲 成 虫 保护 

















表 1 不 同 温度 持续 4 h 的 快速 冷 驯 化 (RCHI) 
对 广 聚 萤 叶 甲 成 虫 保护 酶 活性 的 影响 
Table 1 Effect of rapid cold hardening ( RCH) at 
different temperatures for 4 h on the activities of 


protective enzymes in Ophraella communa adults 





冷 驯化 温度 (XC) Lus | 
TAMGRECU CAT 活性 (UAg) POD 活性 (U8) SOD 活性 (U8) 
amS CATactivity POD activity SOD activity 
temperature 
-4 28.21 +1.73 be 373.47 +24.50 c. 2 376.96+392.05 c 
0 37.57 42.89 a 318.76+11.57¢ 6 202.97 +164.71 a 
4 34.21 22.81 ab 384.84 +10.73 ¢ 5 940.79 +339.63 a 
8 22.5642.38 c — 684.39 443.27 a 4424.37 +195.38 b 
20 (CK) 25.63 +1.86¢ — 482.10222.99 b 4972.56 +202. 62 b 








表 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 ; 不 同 小 写字 母 表 示 同 列 数据 间 差 异 显 
著 (LSD 法 ,P <0.05); 表 2 |H], Data in the table are means + SE. 
Different lowercase letters indicate significant difference among the data in 


the same column at P «0.05 by LSD test. The same for Table 2. 





表 2 ， 0?C 下 不 同时 间 的 快速 冷 驯化 (RCHI) 
对 广 聚 萤 叶 甲 成 虫 保护 酶 活性 的 影响 
Table 2 Effect of rapid cold hardening ( RCH) at 0°C for 
different periods on the activities of 
protective enzymes in Ophraella communa adults 
冷 驯 化 时 间 (h) CAT 活性 (UAg) POD 活性 (U/g) SOD 活性 (U/g) 





Duration of RCH CAT activity POD activity SOD activity 
1 25.94+2.11 b 408.82 x 15.92 b 5 138.05 +164.01 b 
4 37.57 +2.89a 318.76 +11.57 c 6 202.97 +164.71 a 
8 24.30 +1.55 b 542.45 +36.13 a 5419.68 +143.46 b 
16 20.61 +5.17 b 487.07 +32.48 ab 4 235.03 +329. 18 c 
0 (CK) 25.63 +1.86 b 482. 10 +22.9 ab 4 972.56 +202. 62 b 
3 讨论 


3.1 不 同 强度 快速 
影响 

及 时 有 效 的 生理 代谢 调控 是 温带 昆虫 应 对 环境 
温度 剧烈 变化 的 重要 前 提 。 研 究 发 现 ,自然 界 昆 虫 
主要 采取 两 种 策略 来 抵御 冬季 低温 的 胁迫 ,一 种 是 
可 忍受 胞 外 结 冰 的 结 冰 耐 受 型 (freezing tolerant) , 5j 
一 种 则 是 通过 降低 过 冷却 点 而 避免 体液 结 冰 的 结 冰 
敏感 型 (freezing susceptible or freezing intolerant ) 。 
研究 表明 ,不同 季节 种 群 广 聚 萤 叶 甲 的 过 冷却 点 差 
异 显著 , 且 当 外 界 温度 低 于 过 冷却 点 时 即 出 现 大 量 
死亡 ,属于 结 冰 敏感 型 昆虫 。 因 此 ,过 冷却 点 的 降低 
对 广 聚 董 叶 甲 的 寒冷 适应 和 越冬 存活 意义 重大 。 

本 研究 发 现 ， JENS RO iae He RTI RES 
叶 甲 过 冷却 点 显著 降低 ,这 与 Worlnd 和 Convey 


束 冷 驯化 对 广 聚 莹 叶 甲 耐寒 性 的 
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(2001) 对 南极 螨虫 Alaskozetes antarcticus 以 及 李 兴 
PE (2012) xx Bf Arma. chinensis 的 研究 基本 一 致 ， 
但 与 Wang 和 Kang 等 (2003 ) 对 东亚 飞 蝗 Locusta 
migratoria. VJ /& 15 MA £& 5& ( 2007 ) 对 亚洲 玉米 量 
Ostrinia furnacalis 的 研究 结果 不 同 ,这 可 能 是 冷 驯 化 
对 昆虫 过 冷却 点 的 影响 具有 种 间 特 异性 。 显 然 , 过 
冷却 点 的 降低 有 助 于 广 聚 董 叶 甲 在 致死 低温 下 的 存 
活 以 及 耐 受 低温 的 范围 增 大 (Zhou et al., 2011) 。 











et al., 2001; 强 承 鬼 等 ,2012b) 。 

与 强 承 魁 等 (2012b ) 关于 快速 冷 驯 化 可 明显 降 
低 二 化 旺 Chilo suppressalis 滞 育 幼虫 体内 含水 量 的 
报道 不 同 ,本 实验 未 发 现 低温 诱导 显著 影响 广 聚 萤 
叶 甲 自由 水 含量 的 相关 证 据 。 这 可 能 是 由 于 短 时 间 
的 低温 驯化 不 足以 引起 广 聚 一 叶 甲 体内 水 分 代谢 的 
显著 改变 ,类 似 的 结果 见于 李 兴 鹏 等 (2012 ) XE 8 
的 研究 。 除 0%C 下 1 bh 和 16 h 驯化 处 理 外 ,其 他 强 




















昆虫 快速 冷 驯 化 是 一 般 具 有 特定 的 临界 诱导 
值 ,因此 需要 一 定 程 度 的 低温 及 一 定 低温 持续 时 间 
才能 提高 昆虫 的 耐寒 性 。 如 ,4%C 驯化 4 h 的 处 理 可 
显 若 提 高 踢 晴 在 -10Y 下 的 存活 率 , 而 1000/4 h 和 
15*C/4 h 驯化 处 理 与 对 照相 比 差异 并 不 明显 ( 李 兴 
鹏 等 ,2012 ) 。 这 种 现象 也 在 红 尾 肉 蝇 Sarcophaga 
crassipalpis ( Lee, 1987 ) iti R bE Bactrocera oleae 
( Koveos, 2001 ) 和 东亚 飞 蝗 (Wang and Kang, 2005) 
等 很 多 昆虫 的 研究 中 被 发 现 和 报道 。 此 外 ,大 量 研 
究 表明 超出 某 种 强度 的 快速 冷 驯化 处 理 对 昆虫 耐寒 
性 会 产生 不 利 影 响 (Jing and Kang, 2003; 
Terblanche et al. , 2007; 任 囊 等 ,2007; 马 延 龙 等 ， 
2009) ,这 可 能 与 持续 低温 驯化 对 昆虫 造成 的 胁迫 
累积 有 关 。 我 们 发 现 随 着 冷 驯 化 处 理 温 度 的 降低 和 
持续 时 间 的 延长 , 广 聚 萤 叶 甲 的 耐寒 性 呈现 先 升 后 
降 的 变化 趋势 ,并 于 4% 驯化 4 h 时 耐寒 性 达到 最 
高 。 另 外 值得 注意 的 是 ,相对 于 0%C7《Z8 h,0C P 16h 
驯化 的 广 聚 莹 叶 甲 过 冷却 点 反而 有 所 降低 ,这 可 能 
是 因为 16 h 的 持续 时 间 较 长 ,已 经 接近 长 时 冷 驯化 
的 范畴 ,而 研究 普遍 认为 昆虫 的 长 时 冷 驯 化 具有 与 
快速 冷 驯 化 不 同 的 作用 机 制 (MeDonald et al., 
1997; Ovargaad et al., 2007) 。 

3.2 广 聚 草 叶 甲 快速 冷 驯 化 的 生理 代谢 调控 机 制 
昆虫 冷 驯化 通常 涉及 一 系列 复杂 的 生理 代谢 调 
控 ,一 方面 ,持续 低温 胁迫 会 加 速 糖 酵 解 进程 从 而 为 
昆虫 体内 各 项 生理 调控 提供 充足 的 能 量 (Chen and 
Denlinger, 1990; Michaud and Denlinger，2007 ) ; 5j 
一 方面 , 短 时 间 的 低温 驯化 可 导致 昆虫 体内 糖 类 多 
羟基 醇 等 一 些 耐 寒 相关 的 低 分 子 量 物质 [ 常 称 为 抗 
冻 保护 剂 (cryoprotectants ) ] 的 大 量 累积 ,用 于 依 数 
性 地 降低 过 冷却 点 ( Zachariassen, 1985; Lee, 
1987) 、 防 止 细胞 过 度 脱水 (Williams et al. , 2002) 以 
及 稳定 细胞 膜 和 和 蛋白质 结构 (Crowe et al., 1987) 
等 。 研 究 发 现 ,快速 冷 驯化 诱导 抗 冻 保护 剂 含 量 累 
积 在 不 同 种 类 的 昆虫 间 具 有 其 特定 的 模式 (Chen et 
al., 1987, 1991; Kelty and Lee, 2001; Misener 





















































度 的 低温 诱导 均 未 引起 广 聚 萤 叶 甲 体内 总 糖 合 量 的 
明显 改变 ,但 却 导 致 油脂 含量 的 显著 降低 。 据 此 推 
测 ,快速 冷 驯化 能 够 促进 广 聚 荃 叶 甲 体内 油脂 分 解 
代谢 的 进程 ,为 直接 能 量 供应 者 糖 类 物质 的 合成 提 
供 原料 ,以 便 及 时 补充 氧化 供 能 时 糖 类 的 消耗 ,保证 
能 量 的 持续 产生 。 而 长 时 间 低 温 胁迫 引起 相关 代谢 
酶 系 活性 的 降低 可 能 是 造成 0CA16 h 驯化 时 糖 类 
含量 有 所 下 降 的 重要 原因 。 

甘油 被 认为 是 昆虫 体内 最 重要 的 抗 冻 保 护 物 
质 ,快速 冷 驯化 引起 甘油 含量 累积 的 现象 也 在 多 种 
昆虫 中 被 发 现 (Chen et al., 1987; Wang and Kang, 
2005; Ishiguro et al., 2007; XJ, 2012) 。 本 研 
究 也 发 现 随 着 冷 驯 化 强度 的 改变 , 广 聚 莹 叶 甲 体内 
甘油 含量 和 过 冷却 点 表现 出 相似 的 变化 趋势 ,从 而 
初步 证 实 了 甘油 对 该 叶 甲 快速 冷 驯化 过 冷却 点 降低 
的 重要 作用 。 
3.3 不 同 强度 快速 冷 驯 化 对 广 聚 董 叶 甲 体内 保护 
酶 活性 的 影响 

持续 的 低温 胁迫 会 诱 使 昆虫 细胞 内 产生 0; 和 
OH - 等 活性 自由 基 , 若 不 能 得 到 及 时 清除 ,可 能 会 
破坏 昆虫 许多 生物 分 子 的 结构 和 功能 ,并 引起 新 陈 
代谢 的 紊乱 ( 李 周 直 等 ,1994; 赵 静 等 ,2010)。 而 昆 
虫 体内 存在 一 系列 的 保护 酶 ,可 及 时 清除 活性 氧 自 
由 基 和 其 他 过 氧化 物 ,避免 其 对 机 体 的 毒害 。 其 中 ， 
CAT,POD 和 SOD 是 昆虫 体内 最 重要 的 3 种 保护 
酶 ,其 活性 的 高 低 对 于 生命 代谢 活动 的 正常 进行 至 
大 重要 。 本 研究 发 现 ,快速 冷 驯 化 可 显著 影响 广 聚 
a HR 3 种 保护 酶 的 活性 。 如 , 随 着 快速 冷 驯 
化 强度 的 增加 ,CAT 和 SOD 活性 呈现 先 增 后 减 的 趋 
势 ,而 POD 酶 活性 则 出 现 了 与 之 相反 的 变化 。 这 说 
明 CAT,POD 和 SOD 保护 酶 对 不 同 强 度 低 温 胁 迫 的 
响应 各 异 ,而 又 处 于 动态 平衡 ,机 体 通过 对 3 种 酶 活 
性 的 综合 调控 最 大 程度 地 缓解 冷 胁迫 对 细胞 的 毒害 
以 及 膜 脂 的 过 氧化 作用 ( 强 承 网 等 ,2012a)。 

综 上 所 述 ,快速 冷 驯 化 提高 广 聚 曹 叶 甲 耐寒 性 
是 一 个 涉及 到 多 种 代谢 调控 的 复杂 过 程 , 且 具 有 其 
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特定 的 诱导 条 件 和 强度 范围 。 在 今后 的 研究 中 LER 
了 需要 进一步 探索 其 内 在 的 生理 生化 及 分 子 调控 机 
制 外 ,还 应 当 考 虑 将 各 种 环境 因子 对 冷 驯化 的 交互 
效应 和 昆虫 的 生态 适应 性 结合 起 来 ,以 期 全 面 揭示 
快速 冷 驯化 重要 的 进化 意义 。 
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